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甲醛所致D NA 断裂和D NA 交联的作用
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　　甲醛是一种具有遗传毒性和致突变性的物质, 可以导致

DNA 链的断裂 (DNA strand b reakage, D SB )、DNA 2DNA

的交联 (DNA - DNA cro sslink , DDC) 以及DNA 2蛋白质的

交联 (DNA 2p ro tein cro sslink, D PC) , 其中D PC 在致癌性和

致突变性中具有至关重要的地位。就甲醛所致DNA 断裂、

DNA 2DNA 交联和DNA 2蛋白质交联这三种效应的检测方

法、量效关系、形成机理、修复机制予以介绍。

1　甲醛导致DNA 断裂作用

1. 1　DNA 断裂的检测方法

DNA 断裂常用的检测方法有: 碱解旋法, 碱洗提法和单

细胞凝胶电泳技术。(1)碱解旋法: 碱解旋技术是依据在一定

温度和 PH 值下,DNA 双链的解旋发生在DNA 分子内单链

断裂的部位这一性质而建立的, 经过一段时间的碱解旋后,

溶液中双链DNA 分子的量与反应前DNA 分子中单链断裂

的数目成反比〔1〕; (2) 碱洗提法: 碱洗提技术是 Kohn 于 1976

年首先提出, 可用于检测DNA 分子单链或双链断裂。碱洗

提法是把待测细胞放在滤膜上, 先用弱碱进行裂解, 通过滤

膜除去大部分蛋白质和RNA , 而DNA 则原封不动的保存在

膜上, 然后加入高 PH 值的碱洗提液, DNA 完全裂解, DNA

单链随碱洗提液流过滤膜时DNA 膜上保存率 (滤膜浸出液

DNA 的含量öDNA 总量)与其长度存在依赖关系。此方法相

对于碱解旋法来说使用更广泛, 但也有些不足之处, 如操作

需特别细心且耗时较长〔2〕; (3) 单细胞凝胶电泳技术, 也称彗

星试验, 即将细胞包埋在琼脂糖中, 铺于磨毛的载玻片上, 凝

固后浸入冷溶解液中使细胞裂解, 在电泳液中解链后进行水

平电泳, 洗涤后用DNA 结合荧光染料染色, 在荧光显微镜

下观察玻片上细胞的荧光图象, 评价DNA 的损伤程度。本

方法优点是: 简便, 快速, 灵敏度高, 所需细胞少; 本方法的缺

点主要是不能直接区分 DNA 断裂、DNA - DNA 交联和

DNA - 蛋白质交联这三种损伤效应〔3〕。

1. 2　甲醛导致DNA 断裂

甲醛能否导致DNA 分子断裂, 学界一直没能达成共

识。O liverM erk 等对甲醛的遗传毒性作了多次研究, 但却没

能发现甲醛具有断裂作用〔4〕, 国内学者对此也进行过多项研

究, 多数研究者也认为甲醛没有断裂作用; 但是唐国慧利用
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HL 60 人白血病细胞和杨丹凤利用大白鼠肝细胞分别进行

研究, 却发现甲醛在 5 Λmo löL 和 10 Λmo löL 时都能引起

DNA 链的断裂; 袭著革等利用甲醛对健康雌性昆明小鼠脾

淋巴细胞进行染毒, 也发现低浓度的甲醛能够引起DNA 断

裂; 本实验室经长期研究, 也发现分别经 5 Λmo löL , 7. 5

Λmo löL 和 10 Λmo löL 甲醛染毒, 人体口腔颊黏膜细胞DNA

也有断裂作用发生, 且甲醛导致DNA 断裂的峰值浓度位于

7. 5 Λmo löL 左右。

1. 3　甲醛导致DNA 断裂可能机理

应用单细胞凝胶电泳技术对DNA 断裂进行研究, 发现

加入自由基清除剂可以显著地抑制甲醛所致的DNA 断裂,

提示甲醛主要是通过活性氧自由基, 特别是羟自由基来介导

DNA 断裂。甲醛可以通过以下三种途径产生活性氧自由基,

引起氧化压力的增加: (1) 甲醛可以损害生物或细胞内的抗

氧化系统, 如引起超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、谷胱甘肽过

氧化物酶等抗氧化酶活性的降低, 以及抗氧化物质如还原型

GSH 的耗竭等〔5, 6〕; (2)甲醛作为一种亲电子剂, 作为一种自

由基及弱氧化剂, 进入机体或细胞后可发生类似 Fen ton 反

应的化学过程, 作用类似于过氧化氢, 产生羟自由基等强氧

化剂, 进而导致氧化应激对生物大分子造成损伤〔7〕; (3) 甲醛

进入细胞后可以打开线粒体上的线粒体渗透性转运通道, 降

低线粒体膜电位, 抑制线粒体的呼吸作用, 产生更多的活性

氧自由基 (RO S) , 使得细胞或机体内的氧化压力增加〔6〕。即

甲醛可以通过多种途径破坏机体的氧化平衡状态, 使得机体

内的 RO S 水平增加, 进而对核苷酸进行攻击产生DNA 断

裂〔8〕。

1. 4　DNA 断裂的修复

DNA 断裂如果不能及时修复, 就会导致突变, 更关键的

是, 它还会阻碍细胞分裂所必需的DNA 复制过程, 从而导

致细胞死亡。在生物体长期进化过程中, 正常细胞形成了一

套十分有效的DNA 修复系统, 从而可使受损伤的DNA 分

子迅速恢复正常, 使细胞的遗传稳定性和正常功能得以保持

而不致发生恶变。

1. 4. 1　DNA 分子单链断裂 (SSB s)的修复较为容易和迅速,

一般采取切除修复。切除修复即将DNA 分子中受损伤部分

切除掉, 并以完整的那一条为模板, 合成切除的部分, 然后使

DNA 恢复正常结构。

1. 4. 2　DNA 双链断裂 (D SB s) 的修复主要通过重组修复进

行。该修复主要依靠一种DNA 依赖的蛋白激酶 (DNA 2PK) ,

DNA 2PK 主要由两个蛋白质组成: 含有催化亚基的 P 350和与

双链DNA 作用的 Ku 自身抗原, 后者是一个分子量为 70ö80
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Ku (KD )的二聚体。具体修复机制是: 70ö80 Ku 二聚体结合

D SB s 的断端, 然后由催化亚单位 P 350作用, 使必需蛋白质磷

酸化, 将断端重新接起来〔9〕。

2　甲醛导致D NA- D NA 交联

从代谢生理的角度上看,DNA 2DNA 的交联是甲醛正常

代谢的一种方式, 因此, 正常的细胞中存在着微量的DNA 2

DNA 交联产物。当有外来物理, 化学因素如射线、烷化剂、甲

醛以及一些金属化合物如镍等直接或间接的作用时, 则可诱

导出过量的DNA 2DNA 交联。这些DNA 2DNA 交联必将对

DNA 的构象和功能 (复制与转录) 产生严重的影响, 并在其

复制过程中造成某些重要基因 (如抑癌基因) 的丢失, 从而对

生物体造成严重的危害。由于DNA 2DNA 交联对生物体的

危害较大, 所以也引起了不少学者的重视。

2. 1　DNA 2DNA 交联的检测方法

DNA 2DNA 交联常用的检测方法有: 碱洗提法, 单细胞

凝胶电泳技术。

2. 2　甲醛导致DNA - DNA 交联

许多研究都发现一定浓度的甲醛可以诱导 DNA -

DNA 的交联。O liverM erk〔10〕和C. C liffo rd Conaw ay〔11〕等在

不同的实验中都发现一定浓度的甲醛都可以导致 DNA 2

DNA 交联; 袭著革等在使用不同浓度甲醛对人外周血淋巴

细胞作用时, 也发现当甲醛浓度达到 0. 3584 mmo löL 时可

以引起DNA 2DNA 的交联; 本实验室研究也发现甲醛在较

低浓度 (< 10 Λmo löL ) 时可以导致人体口腔颊黏膜细胞

DNA 链断裂, 但在较高浓度 (> 15 Λmo löL ) 时可以导致

DNA - DNA 交联〔3〕。

2. 3　甲醛导致DNA 2DNA 交联的机理

国内外学者虽然针对甲醛导致DNA 2DNA 交联进行了

很多研究, 但确切机理还不是很清楚。甲醛所致的DNA 2

DNA 交联, 分为链内交联和链间交联, 主要发生在A、G、C

碱基自身或三者之间, 但不形成C2C 交联。其大致机理可能

是: (1)甲醛主要通过活性氧自由基, 特别是羟自由基来介导

DNA 2DNA 的交联〔12〕。 (2) 甲醛是一种简单的小分子, 其毒

性效应的一个重要方面是源于它的羰基亲电性和较小的空

间位阻, 使其易于与核酸发生交联。在体内或体外甲醛先与

核酸上的自由的氨基反应生成不稳定的羟甲基加合物, 然后

再进一步与其他核酸反应形成稳定的交联物, 其主要形式

是: DNA - N H - CH 2- N H - DNA〔11〕。

2. 4　甲醛导致DNA 2DNA 交联的修复

DNA 2DNA 交联的修复可能是由几种修复系统共同完

成, 主要的修复系统是切除修复和重组修复。重组修复的主

要机制是: (1) 受损伤的DNA 链复制时, 产生的子代DNA

在损伤的对应部位出现缺口。 (2) 另一条母链DNA 与有缺

口的子链DNA 进行重组交换, 将母链DNA 上相应的片段

填补子链缺口处, 而母链DNA 出现缺口。 (3)以另一条子链

DNA 为模板, 经DNA 聚合酶催化合成一新DNA 片段填补

母链DNA 的缺口, 最后由DNA 连接酶连接, 完成修补〔13〕。

3　甲醛导致D NA- 蛋白质交联

在正常细胞中存在着一定量的DNA 2蛋白质交联, 这是

DNA 与核蛋白的正常联系或其代谢的结果〔14〕, 对维持细胞

的正常活动具有重要作用, 当有外来物理、化学因素作用时,

则可诱导出过量的D PC。D PC 与其他DNA 损伤相比, 较难

修复〔10〕, 且D PC 仅可发生在单链DNA 上, 这表明这种交联

只能发生在DNA 复制和转录期间, 因此D PC 的形成, 必将

对DNA 的构象和功能 (复制与转录) 产生严重的影响〔14〕, 并

在其复制过程中容易造成某些重要基因 (如抑癌基因) 的丢

失, 导致肿瘤或某些严重疾病的发生。可见D PC 过度增加是

一种病理现象, 是DNA 分子的一种严重的遗传损伤。

3. 1　D PC 的检测方法

D PC 常用的检测方法有: 碱洗提法、滤膜结合法、梯度

离心法和 SD S2KC I 沉淀法, 近年来又发展了许多敏感和特

异的方法如: 免疫印迹法、气相色谱2质谱联机法、氨基酸前

标记法以及125 I2后标记法等。本实验室主要采用 SD S2KC I沉

淀法, 此方法操作简便, 结果合理, 其主要原理是: SD S 可以

和D PC 以及其他的蛋白结合, 而不和自由的DNA 结合, 再

向样品中加入 KC l 溶液可使D PC 和蛋白质沉淀下来, 而自

由的DNA 留在上清液中。将上清液转移后, 再向沉淀中加

入蛋白酶 K 除去蛋白质, 使D PC 中的DNA 游离出来, 并用

荧光法测定DNA 的含量以及原液中DNA 的含量, 进而得

出DNA 和蛋白质的交联程度〔15〕。

3. 2　D PC 的生化特性

D PC 是一种稳定的共价化合物, 难以被一般的分离剂

如碱性溶液、去污剂、强变性剂以及有机提取剂等分开。D PC

的生化特性有: (1) 在正常细胞中存在着一定量的D PC, 这

是DNA 与核蛋白的正常联系或代谢结果。当DNA 和蛋白

质受到外来理化因素如: UV , Χ2射线、烷化剂、甲醛以及一些

金属化合物如镍和铬等直接和间接的作用, 则可诱导出超量

的交联产物〔16〕。 (2)和DNA 相联系的蛋白质。与DNA 交联

的有正常联系的蛋白质, 如核小体质粒组蛋白等, 也有与

DNA 无接触的蛋白质, 如白蛋白或溶菌酶等。紫外光可诱导

小牛血清白蛋白、DNA 聚合酶、RNA 聚合酶、氨基酰 tRNA

合成酶以及核蛋白与核酸交联。 (3)D PC 的DNA 序列: 通过

核酸探针杂交技术, 可对D PC 的DNA 序列进行探讨。另外

D PC 可在染色体结构松散的基因组区域优先形成, 而这些基

因正是邻近于核基质结合位点并具有转录活性的序列〔17〕。

3. 3　甲醛导致D PC 的形成

甲醛具有广泛的遗传毒性, 可以导致DNA - 蛋白质交

联,DNA 2DNA 交联,DNA 链断裂, 染色体的畸变, 姐妹染色

体的交换等, 其主要和直接的遗传毒性效应就是形成

D PC〔4〕。1989 年Casanove 等的实验表明, 用气态〔14C〕2甲醛

暴露 6 h, 以放射性“标记指数 (labeling index, L I)”为指标,

检测 F344 大鼠鼻腔粘膜中D PC 的水平, 结果如下: 经 0. 3

ppm 水平暴露, 即可检出D PC 的形成; 经 0. 7, 2, 6, 10 ppm

水平暴露,D PC 形成的数值分别增长为 0. 5, 4. 2, 17, 24 L I。

另外也发现, 在研究甲醛对人血淋巴细胞实验中, 当甲醛浓

度在 01005 mmo löL 和 01025 mmo löL 时, D PC 的含量和对

照组 (加入蒸馏水) 相比没有显著性的差异 (P > 0. 05) , 当甲

醛浓度为 01125 mmo löL 和 01625 mmo löL 时, D PC 的含量
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和对照组相比有极显著性的差异 (P < 0101) , 结果反映: 甲

醛在低浓度时, DNA 2蛋白质的交联现象不明显或者不引起

DNA 2蛋白质的交联现象; 在高浓度时, 甲醛能显著地诱导

D PC 的产生〔15〕。

3. 4　甲醛导致D PC 形成的机理

(1) 甲醛是醛类化合物中最简单的小分子, 其毒性效应

的一个重要方面是源于它的羰基亲电性和较小的空间位阻,

使其易于与核酸和蛋白质发生交联。在体内或体外甲醛先与

蛋白质或核酸上的自由的氨基反应生成不稳定的羟甲基加

合物, 然后再进一步与核酸或蛋白质反应形成稳定的交联

物。甲醛主要引起DNA 和组蛋白的交联, 该过程是甲醛先

快速的和组蛋白反应, 然后再和DNA 环外的氨基结合形成

D PC, 主要涉及到组蛋白赖氨酸的 Ε2氨基和A öG 碱基的环

外氨基, 其主要结构为: h istone - N H - CH 2 - N H -

DNA〔18, 19〕。(2)甲醛损害生物体抗氧化系统或作为抗氧化酶

的抑制剂, 间接导致D PC 的增加。例如甲醛可以引起还原性

GSH 的耗竭, 抑制谷胱甘肽过氧化物酶和超氧化物歧化酶

等抗氧化酶的活性, 使羟自由基和氧自由基清除不力, 导致

D PC 含量的增加〔20〕。

3. 5　D PC 的修复

与其他生物体存在的各种DNA 损伤的修复机制相比,

D PC 的修复存在两个特点: (1)修复困难; (2)人类对D PC 的

修复机制知之甚少。初步研究结果表明,D PC 的修复可能涉

及“D PC 的水解”和“短肽- DNA 的修复”两个基本过程: (1)

D PC 水解的机制有: 自发性水解 (慢) 和酶催化水解 (快)。

Q uievryn G 等认为蛋白酶复合体 p ro teasom e 具有对D PC

酶催化水解的功能, 2000 年他们采用 p ro teasom e 的特异性

抑制剂 lactacyst in (10 ΛM ) 作用D PC 模型细胞, 使D PC 水

解的速度降低 3 倍。 (2)短肽- DNA 修复机制: D PC 水解之

后, 还有短肽或氨基酸残基继续与 DNA 相联, 这时需要

D PC 修复酶来切除这些成份。例如, 一种新近命名为 TD P1

的磷酸二酯酶就具有切除与DNA 相联的酪氨酸残基或短

肽的功能, 这是目前唯一被报道的D PC 修复酶, 但是该酶仅

能切除与DNA 相联的酪氨酸残基或短肽。由于甲醛主要引

起DNA 和组蛋白交联而形成的D PC, 所以我们要寻找的是

能切除与DNA 相联的赖氨酸残基或短肽的D PC 修复酶, 或

称之为“赖氨酸D PC 修复酶”〔20〕。

4　小结

因为甲醛在工业、建筑业及医学等多种行业广泛应用,

特别是近 10 年来, 随着我国经济的快速发展, 人民生活水平

的提高, 室内装修已经成为新的时尚, 但是由于不适当地使

用了含有污染物的劣质建筑装饰材料, 使目前我国城市室内

空气污染, 特别是室内甲醛污染更是十分严重, 对广大人民

群众的健康造成了很大的危害。遗传毒性是气态甲醛对人体

健康最主要的危害之一, 甲醛可以导致DNA 断裂, DNA -

DNA 交联, 这两类损伤可以被细胞内DNA 损伤修复系统

迅速修复, 但是甲醛所导致的DNA - 蛋白质交联则较难修

复, 交联的发生会对DNA 的构象和功能 (复制与转录) 产生

严重的影响, 并在其复制过程中容易造成某些重要基因 (如

抑癌基因)的丢失, 导致肿瘤或某些严重疾病的发生。因此研

究甲醛对DNA 的损伤对人体健康和遗传机制影响具有重

要意义。

【参考文献】

〔1〕　王淑红, 洪华生, 郑微云, 等. 可用于生物DNA 损伤研究的几
种方法及比较〔J〕. 集美大学学报, 1999, 4 (4) : 72279.

〔2〕　居学海, 张琪, 戴乾圜, 等. 微孔滤膜碱洗脱法检测DNA 损伤
〔J〕. 北京工业大学学报, 2000, (26) 2: 49252.

〔3〕　鲁志松, 严彦, 乔琰, 等. 气态甲醛对人体颊黏膜细胞遗传毒性
的研究〔J〕. 中国环境科学, 2003, 23 (6) : 566～ 569.

〔4〕　O liver M erk, Günter Speit. Sign ificance of Fo rm aldehyde2
induced DNA - p ro tein C ro sslink s fo r M uta2genesis〔J 〕.
Environm ental and M o lecu lar M uta - genesis, 1998, 32 (1) :
2602268.

〔5〕　刘杰, 刘宏亮, 王光学, 等. 气态甲醛对小鼠不同组织器官 SOD
的抑制作用〔J〕. 环境与健康杂志, 2003, 20 (2) : 81283.

〔6〕　T eng S, Beard K, Pourahm ad J. et al. T he fo rm aldehyde
m etabo lic detox ification enzym e system s and mo lecu lar
cyto tox ic m echanism in iso lated rat hepatocytes〔J〕. Chem ico2
B io logical In teractions, 2001, 1302132: 2852296.

〔7〕　杨丹凤, 袭著革, 张华山, 等. 甲醛吸入染毒致大鼠多组织器官
氧化损伤效应研究〔J〕. 环境科学报, 2004, 24 (1) : 1742176.

〔8〕　原亚萍, 朴铁夫, 许耀奎, 等. DNA 损伤、修复与突变的研究进
展〔J〕. 吉林大学学报, 1995, 17 (3) : 91295.

〔9〕　李雨民. DNA 损伤修复与细胞凋亡〔J〕. 国外医学: 放射医学核
医学分册, 1999, 23 (3) : 122115.

〔10〕　O liverM erk, Krist in Reiser, Günter Speit, et al. A nalysis of
ch rom ate2induced DNA 2p ro tein cro sslink s w ith the com et
assay〔J〕. M utation Research, 2000, 471: 71280.

〔11〕　C. C liffo rd Conaw ay, John W hysne, L ynne K V erna, et al.

Fo rm aldehyde M echanist ic D ata and R isk A ssessm ent:

Endogenous P ro tection F rom DNA A dduct Fo rm ation〔J 〕.
E lsevier Science, 1996, 71 (1ö2) : 29255.

〔12〕　N arendra Singh, H enry L ei. 60H Z m agnetic field expo sure
induce DNA cro sslink s in rat brain cells〔J 〕. M utation
Research, 1998, 400 (1) : 3132320.

〔13〕　沈同, 王镜岩, 赵邦悌, 等. 生物化学〔M 〕. 第二版. 下册 1991.
3462351.

〔14〕　V icto ria V o itkun, A nato ly Zh itkovich. A nalysis of DNA 2
P ro tein cro sslink ing activity of m alondialdehyde in vitro〔J〕.
M utation Research, 1999, 424: 972106.

〔15〕　刘英帅, 鲁志松, 杨继文, 等. 甲醛致人血淋巴细胞DNA - 蛋
白质交联作用的定量研究〔J〕. 湖北预防医学杂志, 2004, 15
(4) : 427.

〔16〕　A nato ly Zh itkovich, M ax Co sta. A simp le, sensit ive assay to
detect DNA 2p ro tein cro sslink s in in tact cells and in vivo〔J〕.
Carcinogenesis , 1992, 13 (8 ) : 148521489.

〔17〕　雷毅雄, 庄志雄. 外来化学物与DNA - 蛋白质交联物关系的
研究进展〔J〕. 国外医学卫生学分册, 1995, 22 (3) : 1492153.

〔18〕　Renee L. Bunde , E ric J. Jarvi, Jeffrey J. Ro sen treter, et al. A
p iezoelectric m ethod fo r moni2to ring fo rm aldehyde induce
cro sslink fo rm ation betw een po lv2lvsine and po ly2
deoxyguano sine〔J〕. T alan ta , 2000, 51: 1592171.

〔19〕　Geo rge Q uievryn , A nato ly Zh itkovich. L o ss of DNA 2P ro tein
C ro sslink from fo rm aldehyde2expo sed cells occurs th rough
spontaneous hydro lysis and an active repair p rocess linked to
p ro teo som e function〔J〕. Carcinogenesis, 2000, 21 (8) : 15732
1580.

〔20〕　杨旭, 李睿, 丁书茂, 等. 室内气态甲醛的毒性作用及其生物标
志物〔C〕. 首届室内环境安全与可持续发展国际论坛论文集,
2003, 962103.

(收稿日期: 2005201220)
(本文编辑: 宋晓东)

·73·公共卫生与预防医学 2005 年第 16 卷第 2 期　　J of Pub Health and Prev M ed　2005, Vol. 16, No. 2


